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  )Axtd( ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ دﯾﻔﺘﺮﯾﺎﺗﻮﮐﺴﯿﻦ واﺣﺪ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ زﯾﺮ ژن ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ و ﻃﺮاﺣﯽ
   ﮐﺎﻧﺪﯾﺪ واﮐﺴﻦ ﻋﻠﯿﻪ دﯾﻔﺘﺮي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن و
  
   1ﻏﻼﻣﺮﺿﺎ اوﻻد
  
  
  )ﻋﺞ( ﺗﻬﺮانﷲداﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ ﺑﻘﯿﻪ ا ،ﮐﺎرﺑﺮدي يﻮژﻣﺮﮐﺰ ﺗﺤﻘﯿﻘﺎت ﺑﯿﻮﺗﮑﻨﻮﻟ(1
  
  
























    ، واﮐﺴﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐAxtd، ژن AxTD زﯾﺮواﺣﺪﮐﻮرﯾﻨﻪ ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻮم دﯾﻔﺘﺮﯾﻪ، دﯾﻔﺘﺮﯾﺎﺗﻮﮐﺴﯿﻦ، ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ  :ﯿﺪيﮐﻠ يﺎه ﻫواژ      
                                                
 )ﻋﺞ( ﺗﻬﺮانﷲداﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ ﺑﻘﯿﻪ ا ،ﮐﺎرﺑﺮدي يﻮژﻣﺮﮐﺰ ﺗﺤﻘﯿﻘﺎت ﺑﯿﻮﺗﮑﻨﻮﻟ :ﻧﻮﯾﺴﻨﺪه ﻣﺴﺌﻮل 
 moc.liamg@dalorg :liamE
  ﭼﮑﯿﺪه
ﻗﺮن ﻗﺒﻞ از ﻣﯿﻼد آن را ﺷﺮح  5:دﯾﻔﺘﺮي ﻧﺎﺷﯽ از ﺑﺎﺳﯿﻞ ﮐﻮرﯾﻨﻪ ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻮم، ﺑﯿﻤﺎري ﻣﻬﻠﮑﯽ اﺳﺖ ﮐﻪ ﺑﻘﺮاط در ﻣﻘﺪﻣﻪ
 A( ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ. ﺑﺨﺶ B( و اﺗﺼﺎل دﻫﻨﺪه)Aزﻧﺠﯿﺮه ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ)، ﺷﺎﻣﻞ دو XTDداده اﺳﺖ. ﻋﺎﻣﻞ ﺑﯿﻤﺎري، اﮔﺰوﺗﻮﮐﺴﯿﻦ 
ﮐﻪ ﺑﻪ ﺑﺴﯿﺎري از ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺑﺪن، ﺑﺎﻋﺚ ﻣﻬﺎر ﺳﻨﺘﺰ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ و ﻣﺮگ  Bﭘﺲ از ورود ﺑﻪ ﺳﻠﻮل ﺑﻪ واﺳﻄﻪ اﺗﺼﺎل ﺑﺨﺶ 
و ﺑﺮرﺳﯽ ﻫﺎي  (Axtd)ﺳﻠﻮل ﻣﯽ ﮔﺮدد. ﻫﺪف از اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻃﺮاﺣﯽ و ﺗﻬﯿﻪ ژن ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ زﯾﺮواﺣﺪ ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ دﯾﻔﺘﺮﯾﺎﺗﻮﮐﺴﯿﻦ
و ﺗﻮﻟﯿﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺣﺎﺻﻞ از آن، ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﮐﺎﻧﺪﯾﺪ  a82TEpﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ آن ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن در وﮐﺘﻮر 
  ﺑﺎﺷﺪ.واﮐﺴﻦ ﻋﻠﯿﻪ دﯾﻔﺘﺮي ﻣﯽ
و ﺑﺮرﺳﯽ  G851A/  E25Gواﺟﺪ ﺟﻬﺶ ﻫﺎي  Axtdﺳﺎزي ﺗﺮادف ژن  ﭘﺲ از ﺗﻌﯿﯿﻦ و ﺑﻬﯿﻨﻪ :ﻣﻮاد و روش ﻫﺎ     
ﻣﻨﺘﻘﻞ ﮔﺮدﯾﺪ. ﺳﭙﺲ ﺑﯿﺎن و   3ED 12lB iloC.E ﺑﻪ ﻣﯿﺰﺑﺎن ﺑﯿﺎﻧﯽ  /a82TEp Axtdﻫﺎي ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ ﺳﺎزه ژﻧﯽ 
   ﺑﻼت ﻣﻮرد ارزﯾﺎﺑﯽ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. ﺗﻮﻟﯿﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺣﺎﺻﻞ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﮐﺎﻧﺪﯾﺪ واﮐﺴﻦ، ﺑﺎ ﮐﻤﮏ وﺳﺘﺮن
ﺑﻪ ﺳﻔﺎرش و  ﻫﺎي ژن ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻣﻨﺠﺮﺳﺎزي ﮐﺪون  ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ ﺣﺎﺻﻞ از ﺑﻬﯿﻨﻪ ﻫﺎي ﭘﮋوﻫﺶ:ﯾﺎﻓﺘﻪ     
ﺗﻬﯿﻪ اﯾﻦ ژن در وﮐﺘﻮر ﺑﯿﺎﻧﯽ ﮔﺮدﯾﺪ. ﺻﺤﺖ اﯾﻦ ژن ﺑﺎ ﮐﻤﮏ واﮐﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﯾﻤﯽ و اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز، ﻣﻮرد ﺗﺎﺋﯿﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. 
  ﮔﺮدﯾﺪ. ﺑﻼت ﺗﺎﯾﯿﺪﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺑﺎ وﺳﺘﺮن  ﭘﺲ از آن ﺑﯿﺎن و ﺗﻮﻟﯿﺪ اﯾﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ
آﯾﺪ ﺗﻮﮐﺴﻮﺋﯿﺪ دﯾﻔﺘﺮي، ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﯽ ﺑﻪ  AxTDﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺰﯾﺖ  ﮔﯿﺮي:ﺑﺤﺚ و ﻧﺘﯿﺠﻪ     
ﺗﻮاﻧﺪ ﺟﺎﯾﮕﺰﯾﻨﯽ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﮐﺎﻧﺪﯾﺪ واﮐﺴﻦ ﻋﻠﯿﻪ دﯾﻔﺘﺮﯾﺎﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﻗﺮار ﮔﯿﺮد ﮐﻪ ﻧﯿﺎزﻣﻨﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺣﺎﺻﻞ ﻣﯽ
   ﺑﺎﺷﺪ.ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﯿﺸﺘﺮ ﻣﯽ 
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 ﻣﻘﺪﻣﻪ
 ﻣﻬﻢ( ﻟﻮﻓﻠﺮ-ﺒﺲﮐﻠﺑﺎﺳﯿﻞ ﻪ)ﮐﻮرﯾﻨﻪ ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻮم دﯾﻔﺘﺮﯾ       
ﮐﻪ در ﻣﺤﯿﻂ  ﺳﺖﺑﺎﮐﺘﺮﯾﺎﻫﺎ ﺗﺮﯾﻦ ﮔﻮﻧﻪ ﺧﺎﻧﻮاده ﮐﻮرﯾﻨﻪ
ﮐﻨﺪ. اﯾﻦ   ﭼﻨﺪ ﺷﮑﻠﯽ رﺷﺪ ﻣﯽﺻﻮرت ﺑﺎﺳﯿﻞ ﻪ ﺑﻓﻠﺮ ﻮﻟ
ﮔﺮم ﻣﺜﺒﺖ، ﮐﺎﺗﺎﻻز ﻣﺜﺒﺖ و ﻫﻮازي  ﺑﺎﺳﯿﻞﺑﺎﮐﺘﺮي 
اﻧﺘﺮﻣﯿﺪﯾﻮس، ﺑﻠﻔﺎﻧﺘﯽ، ﺷﮑﻞ  ﭼﻬﺎرو در  اﺧﺘﯿﺎري اﺳﺖ
وﯾﻠﯿﺎم  9981ﺷﻮد. در ﺳﺎل  ﻣﯿﺘﯿﺲ و ﮔﺮاوﯾﺲ دﯾﺪه ﻣﯽ
دﯾﻔﺘﺮي، ﻫﺎي   ﻣﺘﻮﺟﻪ ﺷﺪﻧﺪ ﮐﻪ از ﺑﯿﻦ ﺑﺎﺳﯿﻞو ﭘﺎرك 
ﯾﮏ ﻧﻮع ﻣﯿﺘﯿﺲ ﺑﯿﺸﺘﺮ و ﺑﻬﺘﺮ از اﻧﻮاع دﯾﮕﺮ، ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ 
 ﻧﺎم 8WPﮐﻨﺪ و آن را ﺑﻪ ﻧﺎم اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ   ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﯽ
ﮔﺬاري ﻧﻤﻮدﻧﺪ. در ﺣﺎل ﺣﺎﺿﺮ ﺗﻘﺮﯾﺒﺎً اﮐﺜﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎﺗﯽ ﮐﻪ 
وي ﺷﻮد ﺑﺮ ر دﺳﺖ آوردن ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ اﻧﺠﺎم ﻣﯽﻪ ﺑﺮاي ﺑ
  (3،2،1.)ﮔﯿﺮد اﯾﻦ ﺳﻮش ﺻﻮرت ﻣﯽ
  ﺑﯿﻤﺎري ﺣﺎد دﺳﺘﮕﺎه ﺗﻨﻔﺴﯽ و ﺑﺎﻟﻘﻮه ﮐﺸﻨﺪه ،دﯾﻔﺘﺮي     
 ﺎﻧﻨـﺪ ﻣﺑﺎﻓـﺖ ﻫـﺎﯾﯽ ﺳـﺒﺐ آﺳـﯿﺐ ﺑـﻪ ﻧﺴـﻮج اﺳﺖ ﮐﻪ 
ﻣﯿـﺰان دد و ﮔـﺮ  ﯽﻫﺎ ﻣﻣﯿﻮﮐﺎرد، اﻋﺼﺎب ﻣﺤﯿﻄﯽ و ﮐﻠﯿﻪ 
ﻣﺮگ و ﻣﯿﺮ آن در ﮐﻮدﮐﺎن ﺧﺮدﺳﺎل و اﻓﺮاد ﻣﺴﻦ زﯾﺎدﺗﺮ 
ﺳﺎل ﮔﺬﺷﺘﻪ  05اﺳﺘﻔﺎده از واﮐﺴﻦ دﯾﻔﺘﺮي در  .ﺑﺎﺷﺪ ﻣﯽ
اﮔـﺮ  (.2،1،)اﺳـﺖ  ﺑﺎﻋﺚ ﮐﺎﻫﺶ ﺷﯿﻮع اﯾﻦ ﺑﯿﻤﺎري ﺷـﺪه 
ﻤـﯽ ﺑﺎﺷـﺪ ﺑﺎﺳﯿﻞ دﯾﻔﺘﺮي ارﮔﺎﻧﯿﺴﻢ زﯾﺎد ﻣﻬـﺎﺟﻤﯽ ﻧ ﭼﻪ 
زاﯾﯽ آن ﻧﺎﺷـﯽ از ﺳـﻤﯽ اﺳـﺖ ﮐـﻪ  ﻗﺪرت ﺑﯿﻤﺎري وﻟﯽ
ﮐﻨﺪ. اﻟﺘﻬﺎب ﻣﻮﺿﻌﯽ ﻧﺎﺷـﯽ از ﻧﮑـﺮوز ﻧﺴـﺞ و  ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﯽ
. (4،3،)ﻧﻤﺎﯾـﺪ  ﻏﺸﺎء دﯾﻔﺘﺮي را اﯾﺠـﺎد ﻣـﯽ  ،ﺗﻮده ﺑﺎﮐﺘﺮي
و  ﺒﯽــ ـاﺳ ﻧـﻮع  ﯿﻦــﺗﻮﮐﺴ آﻧﺘﯽي از ﺑﯿﻤﺎر درﻣﺎنﺟﻬﺖ 
 ﺘﻔﺎدهـاﺳ ـ آن ﺗﻮﮐﺴـﻮﺋﯿﺪ از  ﺎل،ـﻓﻌ ـ ﺳﺎزي  ﻤﻦــاﯾﺟﻬﺖ 
 درﺻـﺪ  59 از ﺑـﯿﺶ  واﮐﺴـﻦ  اﺛـﺮ  ﻣﯿﺰان. (6،5،)ﻣﯽ ﮔﺮدد
 ﭼﻨـﺪ  ﻫﺮ اﺳﺖ ﻻزم ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ آﻧﺘﯽ ﺗﺠﻮﯾﺰ اﻣﺎاﺳﺖ 
  (7.)ﺷﻮد  ﻧﻤﯽ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ آﻧﺘﯽ ﺟﺎﯾﮕﺰﯾﻦ
  اﮔﺰوﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﺑﻪ ﻣﺴﺘﻘﯿﻢ ﻃﻮر ﺑﻪ ﺑﺎﺳﯿﻞ اﯾﻦ ﺳﻤﯿﺖ     
 ﻧﯿﺎزي ﻋﻼﺋﻢ اﯾﺠﺎد ﺑﺮاي ﺑﺎﮐﺘﺮي و ﺷﻮد ﻣﯽ ﻣﺮﺑﻮط آن
 ﺗﻮﻟﯿﺪﮐﻨﻨﺪه ﮐﻪ xtd ژن. ﻧﺪارد ﺧﻮن ﺑﻪ ورود ﺑﻪ
 ß ﻟﯿﺰوژن ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻮﻓﺎژ ﺗﻮﺳﻂ اﺳﺖ ﺑﺎﮐﺘﺮي اﮔﺰوﺗﻮﮐﺴﯿﻦ
 ﺟﻨﺲ از اﮔﺰوﺗﻮﮐﺴﯿﻦ. اﺳﺖ ﺷﺪه وارد ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺑﻪ
 و اﺳﺖ داﻟﺘﻮن ﮐﯿﻠﻮ 16 ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺣﺪود وزن ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ
 و ﺷﯿﻤﯿﺎﯾﯽ ﻋﻮاﻣﻞ ﻧﻮر، اﺛﺮ در و ﺑﻮده ﺣﺴﺎس ﺣﺮارت ﺑﻪ
  (9،8.)ﯾﺎﺑﺪ  ﻣﯽ ﮐﺎﻫﺶ آن اﺛﺮ زﻣﺎن، ﻣﺮور
ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﯽ ﺷﻮد  1 ﺷﻤﺎره ﭼﻨﺎن ﮐﻪ در ﺗﺼﻮﯾﺮ آن    
 و ﺷﺪه ﺗﺸﮑﯿﻞ B و A واﺣﺪ زﯾﺮ دو از ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ اﯾﻦ
 اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﺗﻮان  ﻣﯽ ﮐﻪ اﺳﺖ ﺳﻮﻟﻔﯿﺪي دي ﭘﻞ دو داراي
 ﮐﻨﻨﺪه، اﺣﯿﺎء ﻣﺎده ﯾﮏ ﺣﻀﻮر در و ﭘﺮوﺗﺌﺎز ﯾﺎ ﺗﺮﯾﭙﺴﯿﻦ از
 ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ واﺣﺪ زﯾﺮ. ﻧﻤﻮد ﺟﺪا ﻫﻢ از را واﺣﺪ زﯾﺮ دو اﯾﻦ
 ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ وزن ﺑﺎ ﺣﺮارت ﺑﻪ اﺳﯿﺪ آﻣﯿﻨﻪ ﻣﻘﺎوم 291ﺑﺎ  A
 دﯾﻔﺘﺮي ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ اﺛﺮ ﮐﻪ ﺑﺎﺷﺪ ﻣﯽ داﻟﺘﻮن ﮐﯿﻠﻮ 12 ﺣﺪود
 ﺑﻪ ﺣﺴﺎس B واﺣﺪ زﯾﺮ و اﺳﺖ واﺣﺪ زﯾﺮ اﯾﻦ ﺑﻪ ﻣﺮﺑﻮط
 ﺑﺎﻋﺚ ﮐﻪ داﻟﺘﻮن ﮐﯿﻠﻮ 04 ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ وزن ﺑﺎ ﺣﺮارت
 ﺣﺴﺎس ﻫﺎي ﺳﻠﻮل ﻏﺸﺎء ﻫﺎي ﮔﯿﺮﻧﺪه ﺑﻪ ﺳﻢ اﺗﺼﺎل
 ﺑﻪ ﻣﺘﺼﻞ اﭘﯿﺪرﻣﯽ ﻓﺎﮐﺘﻮر ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ، ﮔﯿﺮﻧﺪه. ﺷﻮد ﻣﯽ
 ﻫﺎي ﺳﻠﻮل از ﺑﺴﯿﺎري روي ﺑﺮ ﮐﻪ اﺳﺖ ﻫﭙﺎرﯾﻦ
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 ﺳﻠﻮل درون ﺑﻪ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ورود ﻣﮑﺎﻧﯿﺴﻢ ﻧﻮع دو ﺣﺪاﻗﻞ
  :دارد وﺟﻮد ﻣﯿﺰﺑﺎن
 از B ﺑﺨﺶ ﻣﮑﺎﻧﯿﺴﻢ، اﯾﻦ در: ﻣﺴﺘﻘﯿﻢ ورود. 1   
 ﻣﯿﺰﺑﺎن ﺳﻠﻮل ﺳﻄﺢ در ﺧﻮد ﺧﺎص رﺳﭙﺘﻮر ﺑﻪ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ
 ﯾﮏ ﻣﯿﺰﺑﺎن، ﺳﻠﻮل ﻏﺸﺎء درون ﺳﭙﺲ و ﯾﺎﻓﺘﻪ اﺗﺼﺎل
 اﯾﺠﺎد ﺣﻔﺮه از را A ﺑﺨﺶ و ﮐﻨﺪ  ﻣﯽ اﯾﺠﺎد( eroP)ﺣﻔﺮه
  .ﻧﻤﺎﯾﺪ ﻣﯽ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺳﻠﻮل درون ﺑﻪ ﺷﺪه،
 اﯾﻦ در: رﺳﭙﺘﻮر ﺑﻪ واﺑﺴﺘﻪ اﻧﺪوﺳﯿﺘﻮز ﺗﻮﺳﻂ ورود. 2   
 ﺷﻤﺎره )ﺗﺼﻮﯾﺮاﺳﺖ ﻣﻌﺮوف ﻧﯿﺰ( EMR)ﺑﻪ ﮐﻪ ﻣﮑﺎﻧﯿﺴﻢ
 ﺑﺎﻋﺚ ﺷﻮد، ﻣﯽ ﻣﺘﺼﻞ آن ﺑﻪ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﮐﻪ رﺳﭙﺘﻮري( 2
 ﺳﻠﻮل، ﻧﺘﯿﺠﻪ در و ﺷﺪه ﺳﻠﻮل ﺑﻪ اﻧﺪوﺳﯿﺘﻮز اﻟﻘﺎء
 ﯾﮏ ﺻﻮرت ﺑﻪ را آن و ﮐﻨﺪ  ﻣﯽ اﻧﺪوﺳﯿﺘﻮز را ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ
 ﻋﻤﻠﯽ واﻗﻊ در. ﮐﻨﺪ ﻣﯽ وارد ﺳﻠﻮل درون ﺑﻪ اﻧﺪوزوم












  ﻣﮑﺎﻧﯿﺴﻢ ﻋﻤﻠﮑﺮد ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ دﯾﻔﺘﺮي. 2ﺷﻤﺎره  ﺗﺼﻮﯾﺮ
  
 ﺳﻠﻮل ﺳﻄﺢ ﺑﻪ اﺗﺼﺎل از ﭘﺲ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ دﯾﮕﺮ، ﻋﺒﺎرت ﺑﻪ
ﺷﺪه و ﭘﺲ از ﺟﺪا  ﻓﺎﮔﻮﺳﯿﺘﻪ ﺳﻠﻮل درون ﺑﻪ ﻣﯿﺰﺑﺎن،
 ﺳﻠﻮل ﺳﯿﺘﻮﭘﻼﺳﻢ درون از Aﺷﺪن دو زﻧﺠﯿﺮه، ﺑﺨﺶ 
 درون Tﻫﯿﺪروﻓﻮب  ﺑﺎ واﺳﻄﻪ دوﻣﯿﻦ B ﺑﺨﺶ و آزاد
 ﺧﺎرج ﺳﻠﻮل دﯾﮕﺮ ﻃﺮف از و ﻣﺎﻧﺪه ﺑﺎﻗﯽ اﻧﺪوزوم
 (41،31،21).ﺷﻮد ﻣﯽ
 ﻓﻌﺎﻟﯿﺖدﯾﻔﺘﺮي،  ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ A ﺑﺨﺶ ﺑﻌﺪ ﺑﻪ ﺟﺎ اﯾﻦ از     
اﯾﻦ  ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي. ﻧﻤﺎﯾﺪ ﻣﯽ اﻋﻤﺎل را ﺧﻮد ﺗﻮﮐﺴﯿﺴﯿﺘﯽ
ﻧﻘﺶ  ﮐﻪ ﺑﺎﺷﺪ ﻣﯽ 2-FE ﻧﺎم ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﯽ ،زﯾﺮ واﺣﺪ
 ﺳﻠﻮل را اﺳﺎﺳﯽ در ﻃﻮﯾﻞ ﺷﺪن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ در ﺣﺎل ﺳﻨﺘﺰ
 اﯾﻦ ﻪﻧﺘﯿﺠ در. ﺷﻮد  ﻣﯽ آن ﺷﺪن ﻏﯿﺮﻓﻌﺎل ﺑﺎﻋﺚ اﻣﺎ دارد
 ﻧﻬﺎﯾﺘﺎً و ﺷﺪه ﻣﺘﻮﻗﻒ ﺳﻠﻮل در ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺳﻨﺘﺰ ﻋﻤﻞ،
 (51.)ﺷﻮد  ﻣﯽ ﺳﻠﻮل ﻣﺮگ ﺑﻪ ﻣﻨﺠﺮ
 ﺳﻠﻮل در 2-FE ءﺟﺰﻪ ﺑ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﯽ ﻫﯿﭻ ﺑﺎ واﮐﻨﺶ اﯾﻦ    
 واﮐﻨﺶ، اﯾﻦ اﻧﺠﺎم ﺑﺮاي و ﮔﯿﺮد ﻧﻤﯽ ﺻﻮرت ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران
 ﺑﻪ آﻟﻮده ﻫﺎي  ﺳﻠﻮل در. اﺳﺖ ﺿﺮوري +DAN  وﺟﻮد
 از ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ، ﺳﻨﺘﺰ ﺗﻮﻗﻒ از ﭘﺲ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ،
 ﻧﯿﺰ ANR روﻧﻮﯾﺴﯽ و AND ﺎزيــﻤﺎﻧﻨﺪﺳــﻫ
  (71،61،51.)ﺷﻮد ﻣﯽ ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي
 ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻧﯿﺰ ﻫﺎ  ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺑﺮﺧﯽ اﮔﺰوﺗﻮﮐﺴﯿﻦ     
 اﺛﺮات دﯾﻔﺘﺮي ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ وﻟﯽ ﮐﻨﻨﺪ  ﻣﯽ ﻋﻤﻞ دﯾﻔﺘﺮي
 ﻋﻠﺖ ﮐﻪ دارد اﻧﺴﺎن ﺑﺪن ﻫﺎي  ﺑﺎﻓﺖ روي ﺗﺮي ﮔﺴﺘﺮده
 زﯾﺮا ﺑﺎﺷﺪ ﻣﯽ دﯾﻔﺘﺮي ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ B ﺑﺨﺶ در ﺗﻔﺎوت آن،
 ﺳﻠﻮل از وﺳﯿﻌﯽ ﻃﯿﻒ ﺑﻪ دﯾﻔﺘﺮي ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ B ﺑﺨﺶ
 ﻫﺎ ﭼﺸﻢ ﮐﻠﯿﻪ، ﮐﺒﺪ، ﻗﻠﺐ، رﺳﭙﺘﻮرﻫﺎي ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺑﺪن ﻫﺎي 
  (81،71،21.)ﺷﻮد  ﻣﯽ ﻣﺘﺼﻞ
ﺗﻮﻟﯿﺪ واﮐﺴﻦ و آﻧﺘﯽ ﺳﺮم ﺣﯿﻮاﻧﯽ ﻋﻠﯿﻪ دﯾﻔﺘﺮي ﺑﺎ     
اﺳﺘﻔﺎده از اﮔﺰوﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه از ﻣﺤﯿﻂ ﮐﺸﺖ 
 وﺳﯿﻠﻪ روشﻪ ﺑ ﺗﻮﮐﺴﻮﺋﯿﺪ ﺑﻪ آن و ﺗﺒﺪﯾﻞ 8WP ﺳﻮﯾﻪ
ﻫﺮ ﭼﻨﺪ ﮐﻪ . (02،91،3،)ﺻﻮرت ﻣﯽ ﮔﯿﺮد ﺷﯿﻤﯿﺎﯾﯽ ﻫﺎي 
 اﺳﺖ ﺳﻨﺘﯽ ﺛﺎﺑﺖ ﮐﺸﺖ ﻫﻤﺎن ﮐﺸﺖ، روش ﺗﺮﯾﻦ ﺳﺎده
 ﻓﻀﺎي و زﻣﺎن ﻧﯿﺎزﻣﻨﺪ ﮐﻪ اﯾﻦ ﺑﺮ ﻋﻼوه روش اﯾﻦ وﻟﯽ
 وﺟﻮد ﻧﯿﺰ ﮐﺸﺖ ﻣﺤﯿﻂ آﻟﻮدﮔﯽ اﻣﮑﺎن اﺳﺖ، زﯾﺎدي
 ﻫﺎي ﮐﺸﺖ در ﻣﻌﻤﻮﻻً روش اﯾﻦ در .(12،7،6،)دارد
 اﯾﻦ، ﺑﺮ ﻼوهــﻋ. ﯾﺎﺑﺪ ﻣﯽ ﮐﺎﻫﺶ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﻣﯿﺰان ﻣﺘﻮاﻟﯽ
 ﺸﮑﻞــﻣ ﻧﯿﺰ ﻘﯿﺎســﻣ ﺶــاﻓﺰاﯾ ﮐﺸﺖ، ﻧﻮع اﯾﻦ در
 ﺮﻓﻪـﺻ ﺑﻪ ﻘﺮونــﻣ اﻗﺘﺼﺎدي ﺎظـــﻟﺤ از و ﻮدهـــﺑ
      .ﺑﺎﺷﺪ ﻧﻤﯽ
 ﻏﻼﻣﺮﺿﺎ اوﻻد-ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ دﯾﻔﺘﺮﯾﺎﺗﻮﮐﺴﯿﻦ... ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ زﯾﺮ واﺣﺪ ژن ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ و ﻃﺮاﺣﯽ
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روش ﻣﻬﻨﺪﺳﯽ  از ﺗﻮان ﻣﯽ ﻣﺸﮑﻞ اﯾﻦ رﻓﻊ ﺑﺮاي    
ﺑﺎ وﯾﮋﮔﯽ  ﻓﺮﻣﺎﻧﺘﻮر در ژﻧﺘﯿﮏ و ﺗﻮﻟﯿﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ
 ﺧﯿﻠﯽ ﺣﺠﻢ در ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﮐﺮد: ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻫﺎي زﯾﺮ اﺳﺘﻔﺎده
 ﺗﺤﺖ روش، ﺗﻮﻟﯿﺪ اﯾﻦ ﺑﻮدن ﺻﺮﻓﻪ ﺑﻪ زﯾﺎد، ﻣﻘﺮون
 ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﺑﺎﻻي ﺗﯿﺘﺮ ﺷﺪه، ﺗﻮﻟﯿﺪ ﮐﻨﺘﺮل ﺗﺠﺎري ﺷﺮاﯾﻂ
 ﺗﺎﻣﯿﻦ TPD و TD ﻫﺎي واﮐﺴﻦ ﺑﺮاي را ﮐﺸﻮر ﻧﯿﺎز ﮐﻪ
 ﺷﺮاﯾﻂ رﻋﺎﯾﺖ ﺑﺮاي ﻣﺸﮑﻼت ﮐﻤﺘﺮﯾﻦ ﻧﻤﺎﯾﺪ، وﺟﻮد ﻣﯽ
 اﻧﻮاع ﺗﻮﻟﯿﺪ ﺑﺮاي ﺗﺠﻬﯿﺰات ﻧﻮع ﯾﮏ از اﺳﺘﺮﯾﻞ، اﺳﺘﻔﺎده
 وﮐﺎﻫﺶآزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ  ﮐﺎر واﮐﺴﻦ، ﮐﺎﻫﺶ ﻣﺨﺘﻠﻒ
  (32،22.)ﮐﺎر ﺑﺮاي ﻧﯿﺎز ﻣﻮرد ﻓﻀﺎي
ﺗﻮﺟﻪ ﺑﺎ ﺑﺮﺗﺮي ﻫﺎي ﻓﻮق ﻫﺪف از اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ  ﺑﺎ    
زﯾﺮ واﺣﺪ ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ  ﺗﻮﻟﯿﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ و ﺗﺮﺟﯿﺤﺎً
ﻋﻨﻮان ﮐﺎﻧﺪﯾﺪ ﺑﺮﺗﺮ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻪ ، داراي ﺟﻬﺶ ﻧﻘﻄﻪ اي، ﺑA
  واﮐﺴﻦ و آﻧﺘﯽ ﺳﺮم ﻋﻠﯿﻪ دﯾﻔﺘﺮي ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ.
ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ از اﯾﻦ زﯾﺮ ﻣﺤﻘﻘﯿﻦ ﺗﺎﮐﻨﻮن ﺟﺎﯾﮕﺎه ﻫﺎي      
واﺣﺪ را اﻧﺘﺨﺎب و ﺑﺎ اﯾﺠﺎد ﺟﻬﺶ ﻧﻘﻄﻪ اي ﺗﻮﻟﯿﺪ 
ﻫﺎ  ﺗﺮﯾﻦ آن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﻧﻤﻮده اﻧﺪ. ﻣﻬﻢ
ﻧﺎم دارد. ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺘﻌﺪدي در اﯾﻦ  791MRCً اﺻﻄﻼﺣﺎً
ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺑﺴﯿﺎر ﺧﻮﺑﯽ ﻧﯿﺰ ﺑﻮده  دارايﺟﺎﯾﮕﺎه اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﯾﺪه و 
اﺳﺖ. اﯾﻦ ﺟﻬﺶ ﻧﻘﻄﻪ اي ﺑﺎﻋﺚ ﺟﺎﯾﮕﺰﯾﻨﯽ ﯾﮏ 
 25ﺟﺎي ﯾﮏ ﮔﻼﯾﺴﯿﻦ در ﺟﺎﯾﮕﺎه ﻪ ﯿﺪ ﺑﮔﻠﻮﺗﺎﻣﯿﮏ اﺳ
در ﺟﺎﯾﮕﺎه ﻓﻌﺎل ﺑﺨﺶ  ﻣﯽ ﮔﺮدد. اﯾﻦ ﺟﺎﯾﮕﺰﯾﻨﯽ دﻗﯿﻘﺎً
ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ ﺑﻮده و در ﻧﺘﯿﺠﻪ ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ ﺗﻐﯿﯿﺮ در ﺳﺎﺧﺘﺎر 
ﻓﻀﺎﯾﯽ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ و از ﺑﯿﻦ رﻓﺘﻦ ﺳﻤﯿﺖ اﯾﻦ زﯾﺮ واﺣﺪ ﻣﯽ 
ﺷﻮد. ﺑﻪ ﻫﻤﯿﻦ دﻟﯿﻞ ﻫﻢ ﻧﯿﺎز ﺑﻪ ﺗﯿﻤﺎر ﺑﺎ ﻓﺮﻣﺎﻟﺪﻫﯿﺪ ﻧﺪارد 
ﺣﺎﻟﺖ ﻣﺤﻠﻮل در آﻣﺪه و ﻪ راﺣﺘﯽ ﺑﻪ و  ﻫﻢ اﯾﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑ
  ﺗﺨﻠﯿﺺ ﻣﯽ ﮔﺮدد. 
ﭼﻨﯿﻦ ﺑﺎ وﺟﻮد اﯾﻦ ﺟﻬﺶ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ در ﻣﻘﺎﺑﻞ  ﻫﻢ     
 آﻧﺰﯾﻢ ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﻮﻻﯾﺘﯿﮏ ﻣﻘﺎوم ﺧﻮاﻫﺪ ﺷﺪ و ﺗﺨﺮﯾﺐ
ﭘﺬﯾﺮي آن ﺑﻪ ﺷﺪت ﮐﺎﻫﺶ ﺧﻮاﻫﺪ ﯾﺎﻓﺖ. از دﯾﮕﺮ ﺟﻬﺶ 
ﻫﺎﯾﯽ ﮐﻪ ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ ﻣﯽ ﺗﻮان ﺑﻪ 
، 841ﻮﺗﺎﻣﯿﮏ در ﺟﺎﯾﮕﺎه ﺟﺎي ﮔﻠﻪ ﺟﺎﯾﮕﺰﯾﻨﯽ آﺳﭙﺎرژﯾﻦ ﺑ
 و 752 ﺟﺎﯾﮕﺎه در ﺟﺎي ﻫﯿﺴﺘﯿﺪﯾﻦﻪ ﺑ آرژﻧﯿﻦ ﺟﺎﯾﮕﺮﯾﻨﯽ
ﻧﯿﺰ  851آﻻﻧﯿﻦ در ﺟﺎﯾﮕﺎه  ﺟﺎيﻪ ﺟﺎﯾﮕﺮﯾﻨﯽ ﮔﻼﯾﺴﯿﻦ ﺑ
  (62،52،42،22،51،01.)اﺷﺎره ﻧﻤﻮد
ﻓﺮد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺣﺎﺿﺮ ﻪ ﯾﮑﯽ از وﯾﮋﮔﯽ ﻫﺎي ﻣﻨﺤﺼﺮ ﺑ    
ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت دﯾﮕﺮي ﮐﻪ در اﯾﻦ زﻣﯿﻨﻪ ﺗﺎﮐﻨﻮن 
واﺟﺪ دو  Axtdﮔﺰارش ﺷﺪه اﺳﺖ، ﻃﺮاﺣﯽ ژن زﯾﺮ واﺣﺪ 
زﻣﺎن اﺳﺖ  ﺻﻮرت ﻫﻢﻪ ﺑ G851A و E25Gﺟﻬﺶ 
ﮐﻪ ﺗﺎﮐﻨﻮن ﻫﯿﭻ ﮔﺰارﺷﯽ از آن ﺑﻪ ﺛﺒﺖ ﻧﺮﺳﯿﺪه اﺳﺖ. 
ﺻﻮرت ﻪ ﭘﯿﺶ ﺑﯿﻨﯽ ﻣﯽ ﺷﻮد ﺑﺎ وﺟﻮد اﯾﻦ دو ﺟﻬﺶ ﺑ
ﯾﻤﻨﻮژﻧﯿﮑﯽ ﺧﻮد ﻧﺴﺒﺖ زﻣﺎن ﺿﻤﻦ ﺣﻔﻆ ﺧﺎﺻﯿﺖ ا ﻫﻢ
ﺑﻪ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﻃﺒﯿﻌﯽ، داراي ﺣﺪاﻗﻞ ﺧﺎﺻﯿﺖ ﺳﻤﯿﺖ ﻧﯿﺰ 
  ﺑﺎﺷﺪ.
  ﻫﺎ ﻣﻮاد و روش
اﺑﺘﺪا ﺗﺮادف ژن ﮐﺎﻣﻞ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ دﯾﻔﺘﺮي از ﺑﺎﻧﮏ      
( اﺳﺘﺨﺮاج ﮔﺮدﯾﺪ. ﺳﭙﺲ ﺗﺮادف 1.32710Kژن)ﺑﺎ ﮐﺪ 
ﺑﺎ  Aدﯾﻔﺘﺮي)زﯾﺮ واﺣﺪ  ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ژن ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ ﺑﺨﺶ
اﻧﺘﺨﺎب  ﺟﻔﺖ ﺑﺎز 285ﺷﺎﻣﻞ ( 1.231028YA ﮐﺪ
ﺳﭙﺲ ﺟﺎﯾﮕﺎه اﯾﺠﺎد ﺟﻬﺶ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ و ﺗﻨﻬﺎ در  .ﮔﺮدﯾﺪ
ﺗﻐﯿﯿﺮ اﯾﺠﺎد ﮔﺮدﯾﺪ. اﯾﻦ دو  374و  551دو ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿﺪ 
 و E25G ﺟﻬﺶ ﺑﺎﻋﺚ ﺗﻐﯿﯿﺮ در اﺳﯿﺪ آﻣﯿﻨﻪ ﻫﺎي
اﯾﻦ  از اﯾﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺧﻮاﻫﺪ ﺷﺪ. ﭘﺲ از آن در G851A
 E         ﺑﺎﮐﺘﺮي ﮐﺪوﻧﯽ ﺗﺮﺟﯿﺢ از اﺳﺘﻔﺎده ژن، ﺑﺎ ﺗﺮادف
 اﻟﮕﻮرﯾﺘﻢ وﺳﯿﻠﻪﻪ ﺑ اﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮي، در ﺑﯿﺎن ﻣﻨﻈﻮر ﺑﻪ iloc.
ﺻﻮرت  ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي ﻻزم MTeneGmumitpO
ﺑﺎ  sisaND اﻓﺰار ﻧﺮم ﺗﻮﺳﻂ ﺣﺎﺻﻞ، ﺗﻮاﻟﯽ ﻗﻄﻌﻪ. ﮔﺮﻓﺖ
ردﯾﻒ ﺳﺎزي ﻗﺮار  ﺗﻮاﻟﯽ ژن اوﻟﯿﻪ ﻣﻮرد ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ و ﻫﻢ
ﻧﻘﺸﻪ و اﻟﮕﻮي آﻧﺰﯾﻢ ﻫﺎي ﻣﺤﺪودﮐﻨﻨﺪه ﻣﻮﺛﺮ ﺑﺮ  .ﮔﺮﻓﺖ
ﺑﺮرﺳﯽ و  اﯾﻦ ﺗﻮاﻟﯽ، ﻗﺒﻞ و ﺑﻌﺪ از ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي ﻣﻮرد
  .ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
 ﻣﯽ ﮐﻪ اﺳﺖ ﮐﻤﯿﺘﯽ ﺣﻘﯿﻘﺖ در ﮐﻪ IAC ﻣﯿﺰان    
 ﮐﺪون ﺑﻪ اي درﺟﻪ ﭼﻪ ﺑﺎ ژن ﯾﮏ در ﮐﺪون ﯾﮏ ﮔﻮﯾﺪ
 ﻣﺜﻞ)ﺑﺎﻻ ﻣﯿﺰان ﺑﻪ ﺷﻮﻧﺪه ﺑﯿﺎن ﻫﺎي ژن در ﻣﻮﺟﻮد ﻫﺎي
( ﺳﺎزي ﻃﻮﯾﻞ ﻓﺎﮐﺘﻮرﻫﺎي و رﯾﺒﻮزوﻣﯽ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎي
 دارد، ﻧﯿﺰ اﻧﺪازه ﮔﯿﺮي ﺷﺪ ﺷﺒﺎﻫﺖ
 اﻧﺮژي ﺗﻐﯿﯿﺮات وﺳﯿﻠﻪﻪ ﺑ ﻋﻤﻮﻣﺎ ANRm ﭘﺎﯾﺪاري    
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ  ANRm ﺳﺎﺧﺘﺎر. ﺷﻮد ﻣﯽ داده ﻧﺸﺎن آزاد
 ﻣﻮرد dlofm اﻓﺰار ﻧﺮم وﺳﯿﻠﻪﻪ ﺑ AxTD ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ
 ﮔﺮﻓﺘﻪ ﮐﺎر ﺑﻪ اﻟﮕﻮرﯾﺘﻢ ﺑﺎ ﭼﻨﯿﻦ ﻫﻢ. ﮔﺮﻓﺖ ﻗﺮار ﺑﺮرﺳﯽ
 اﺗﺼﺎل در ﮐﻪ ﺳﺎﻗﻪ-ﺣﻠﻘﻪ ﺳﺎﺧﺘﺎرﻫﺎي ﻣﻤﮑﻦ ﺣﺪ ﺗﺎ ﺷﺪه
 ﺗﻮاﻧﻨﺪ ﻣﯽ و ﻫﺴﺘﻨﺪ ﻣﻬﻢ ANRm ﭘﺎﯾﺪاري و رﯾﺒﻮزوﻣﯽ
 دﻫﻨﺪ، ﮐﺎﻫﺶ ﭼﺸﻤﮕﯿﺮي ﻧﺤﻮ ﺑﻪ را ﺗﺮﺟﻤﻪ ﮐﺎراﯾﯽ
  .ﺷﺪﻧﺪ ﺷﮑﺴﺘﻪ
 eneG enihS ﺷﺮﮐﺖ ﺑﻪ ﺗﻮاﻟﯽ ژن ﻣﺬﮐﻮرﺳﺎﺧﺖ     
 ﻧﻈﺮ واﺟﺪ ﺗﻮاﻟﯽ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﻮرد ﻗﻄﻌﻪ ﺷﺪ. داده ﺳﻔﺎرش ﭼﯿﻦ
         29 ﻣﻬﺮ ،ﭘﻨﺠﻢ ﺷﻤﺎره ،ﯾﮑﻢ و ﺴﺖﯿﺑ دوره                                      ﻼمﯾاﯽ ﭘﺰﺷﮑ ﻋﻠﻮم داﻧﺸﮕﺎهﯽ ﻋﻠﻤ ﻣﺠﻠﻪ
461 
در اﻧﺘﻬﺎي    III dniHآﻧﺰﯾﻢ در اﺑﺘﺪاء و ﺗﻮاﻟﯽ I RocE
 ﻟﯿﻮﻓﻠﯿﺰه ﺻﻮرتﻪ ﺑ و ﺳﻨﺘﺰ a82TEp وﮐﺘﻮر روي ژن ﺑﺮ
دﺳﺘﻮر ﺷﺮﮐﺖ ﺳﺎزﻧﺪه، اﯾﻦ وﮐﺘﻮر در  ﺷﺪ. ﻃﺒﻖ درﯾﺎﻓﺖ
 ﺣﻞ ﺷﺪه و ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﻠﻮل ETﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ  001
ﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﺗﻬﯿﻪ ﺷﺪه از ﻃﺮﯾﻖ واﮐﻨﺶ ﺷﻮك ﺣﺮارﺗﯽ، 
 ﺣﺎوي ﻫﺎي ﮐﻠﻮن .(72،)ﺗﺮارﯾﺨﺘﯽ ﺻﻮرت ﭘﺬﯾﺮﻓﺖ
 ﻣﺎﯾﻊ BL ﻣﺤﯿﻂ در Axtd/a82TEP وﮐﺘﻮر
 ﯾﮏ ﻣﺪت ﺑﻪ ﮐﺎﻧﺎﻣﺎﯾﺴﯿﻦ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ آﻧﺘﯽ 08 lm/gμﺣﺎوي
  .ﺷﺪﻧﺪ داده ﮔﺮاد ﮐﺸﺖ ﺳﺎﻧﺘﯽدرﺟﻪ  73  دﻣﺎي در ﺷﺐ
ﺗﺨﻠﯿﺺ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺑﻪ روش ﻟﯿﺰ ﻗﻠﯿﺎﯾﯽ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از 
ﺑﺮرﺳﯽ  ﻣﻨﻈﻮر ﻣﺤﯿﻂ ﮐﺸﺖ ﺷﺒﺎﻧﻪ ﻓﻮق اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﯾﺪ. ﺑﻪ
اﯾﻦ ﻣﺤﺼﻮل ﺑﺮ  ﺷﺪه، اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﯿﺪﻫﺎي  و ﺗﺄﯾﯿﺪ
ﮔﺮدﯾﺪ. ﺑﻪ  ﺑﺮرﺳﯽ و ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ درﺻﺪ 1آﮔﺎروز  ژل روي
اﯾﻦ  ﮐﺎﻣﻞ، واﮐﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﯾﻤﯽﺟﻬﺖ ﺣﺼﻮل اﻃﻤﯿﻨﺎن 
 IIIdniH آﻧﺰﯾﻢ دو ﮐﻤﮏ ﺑﻪ Axtd/a82TEp ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
 ﺑﻪ )آﻧﺰﯾﻢ ﻫﺎي ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه در دو ﻃﺮف ژن(،IRocE و
 ﻧﮕﻬﺪاري ﮔﺮاد ﺳﺎﻧﺘﯽ درﺟﻪ 73 دﻣﺎي در ﺳﺎﻋﺖ 4 ﻣﺪت
 آﮔﺎروز ژل روي ﻣﺤﺼﻮل ﻧﻬﺎﯾﯽ ﺑﺮ ﺷﺪه اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﯾﺪ و
ﭼﻨﯿﻦ ﺟﻬﺖ  ﻫﻢ ﮔﺮﻓﺖ. ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﯽ ﻗﺮار درﺻﺪ 1
ﺻﺤﺖ ژن ﻣﻮرد ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺗﻮاﻟﯽ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده  ﺑﺮرﺳﯽ
   (72.)از اﯾﻦ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﯾﺪ
 از ﻌﺪاديـﺗ ﺪاـﺘـاﺑ ﺐـﻮﺗﺮﮐﯿـﻧ ژن ﺎنـﺑﯿ ﺟﻬﺖ     
 ﻂـﻣﺤﯿ در ﺪامـﮐ ﺮـﻫ و ﺪهــﺷ ﺨﺎبـاﻧﺘ ﺎـﻫ ﻮﻧﯽـﻠـﮐ
ﺲ ـﺪ. ﺳﭙـﺪﻧـﺷ داده ﺖـﺸـﮐ ﻪـﺒﺎﻧـﻮرت ﺷــﺻﻪ ﺑ BL
در  ﯿﺎن ژنــﻪ و ﺑـﺘـﺮﻓـﺎم ﮔـﺠـﺪد اﻧـﺠـﺸﺖ ﻣـﮐ
 006 ﻮجـﻣ ﻮلـدرﻃ 0/6 ( ﺣﺪودDOﺬب)ـﯿﺰان ﺟـﻣ
 GTPIﻨﺪه ـﻮدن ﻣﺎده اﻟﻘﺎء ﮐﻨـﺎﻓﻪ ﻧﻤــﺎ اﺿـﺑ ﺮ،ـﻮﻣﺘـﻧﺎﻧ
  ﻪـﺑ ﺮﯾﻞـاﺳﺘ ﺷﺮاﯾﻂ ﯽ ﻣﻼر درـﻣﯿﻠ 1 ﯽـﻧﻬﺎﯾ ﻏﻠﻈﺖ ﺎـﺑ
  
  
 ﻟﻮﻟﻪ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه ﺴﺖـــﺗ ﻫﺎي ﻮﻟﻪــﻟ 
 ﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي 5ﻣﺪت ﻪ ﺑ (ﮐﻨﻨﺪه ﺑﺪون اﻟﻘﺎء) ﺪـﺎﻫــﺷ
 ﺷﯿﮑﺮ در 051 mpr ﺳﺮﻋﺖ و ﮔﺮاد ﺳﺎﻧﺘﯽ درﺟﻪ 73
  (72.)ﮔﺮﻣﺎﮔﺬاري اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﯾﺪ اﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر
 ﻫﺮ ﻫﺎي ﻣﻮﺟﻮد در ﺳﻠﻮل ﻓﻮق زﻣﺎن اﺗﻤﺎم از ﭘﺲ    
 درون ﺷﺎﻫﺪ و آزﻣﺎﯾﺶ ﻣﻮرد ﮐﺸﺖ ﻫﺎي ﻣﺤﯿﻂ از ﮐﺪام
 ﺑﻪ ﺷﺪه و رﯾﺨﺘﻪ ﻟﯿﺘﺮي ﻣﯿﻠﯽ 1/5 ﻫﺎي ﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮپ
 5  ﻣﺪت ﺑﻪ 0005 mpr ﺳﺮﻋﺖ در ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﮐﻤﮏ
 ﻫﺎي ﺳﭙﺲ ﻫﺮ ﮐﺪام از ﺳﻠﻮل ﺷﺪﻧﺪ. دﻗﯿﻘﻪ ﺟﻤﻊ آوري
 ﻣﺨﻠﻮط (2/5 Xﺑﺎﻓﺮ) ﺳﻤﭙﻞ ﺑﺎ ﻣﺴﺘﻘﯿﻤﺎً ﺷﺪه آوري ﺟﻤﻊ
 5 ﻣﺪت ﺑﻪ درﺟﻪ 001 دﻣﺎي در دادن ﻗﺮار از ﺑﻌﺪ و
 اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز EGAP-SDS آﻣﯿﺪ آﮐﺮﯾﻞ ژل در دﻗﯿﻘﻪ،
 و ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﯿﺎن از اﻃﻤﯿﻨﺎن از ﭘﺲ ﮐﺮود( روش).ﮔﺮدﯾﺪﻧﺪ
در  ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﯿﺎن ﻓﻮق، ﻫﺎي روش ﺑﺎ آن ﺗﺄﯾﯿﺪ
اﻧﺠﺎم  052lm ﺣﺠﻢ در ﻣﻘﯿﺎس ﺑﺎﻻي آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ
ﺣﺎﺻﻞ،  ﮔﺮدﯾﺪ. ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﺋﯿﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ
اﯾﻦ  اﻧﺠﺎم اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ. ﺟﻬﺖ ﺑﻼت از ﺗﮑﻨﯿﮏ وﺳﺘﺮن
 )siH6(ﻫﯿﺴﺘﯿﺪﯾﻦ آﻧﺘﯽ ﮐﻠﻮﻧﺎل ﭘﻠﯽ ﺑﺎدي ازآﻧﺘﯽ واﮐﻨﺶ
 PRHﺑﺎ  ﮐﺎﻧﮋوﮔﻪ ﺷﺪه cFو آﻧﺘﯽ ﺑﺎدي ﺛﺎﻧﻮﯾﻪ ﺿﺪ 
   . ﺷﺪ اﺳﺘﻔﺎده
  ي ﭘﮋوﻫﺶ ﻫﺎﯾﺎﻓﺘﻪ
ﻗﺒﻞ  Axtdﻧﻤﺎي ﺗﻮاﻟﯽ ژن ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ  3 ﺷﻤﺎره ﺗﺼﻮﯾﺮ     
ﭼﻨﺎن  ﯾﻨﺪ ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي را ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دﻫﺪ. آناو ﺑﻌﺪ از ﻓﺮ
اﯾﻦ ژن از  C+G ﮐﻪ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﯽ ﺷﻮد ﻣﯿﺰان درﺻﺪ
ﺑﻌﺪ از ﺑﻬﯿﻨﻪ  35/33در ﺣﺎﻟﺖ ﻃﺒﯿﻌﯽ( ﺑﻪ ﻣﻘﺪار ) 04/90
 06از  T+Aﺳﺎزي اﻓﺰاﯾﺶ ﯾﺎﻓﺘﻪ و در ﻧﺘﯿﺠﻪ ﻣﯿﺰان 
درﺻﺪ در ﺣﺎﻟﺖ  74درﺻﺪ در ﺣﺎﻟﺖ ﻃﺒﯿﻌﯽ ﺑﻪ ﻣﻘﺪار 



















  ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﺗﻮاﻟﯽ ﻗﺒﻞ و ﺑﻌﺪ از ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي ﮐﺪون ﻫﺎ .3ﺷﻤﺎره ﺗﺼﻮﯾﺮ
 
ﺸﻪ ــــﻪ ﻧﻘــــﻘﺎﯾﺴــﻣﺠﻪ ـــﻧﺘﯿ 5 و 4 ﺮــــ ـﺎوﯾــﺗﺼ
ﺒﻞ و ــ ـــﻨﺪه ﻗــ ـــﺪود ﮐﻨــ ـــﺎي ﻣﺤـ ـــﻫ ﺰﯾﻢـــ ـــآﻧ
ﺸﺎن ـــﺎزي ژن ﻓـﻮق را ﻧــــﻨﻪ ﺳـــــﻌﺪ از ﺑﻬﯿـــــﺑ
  ﺪــﯽ دﻫــﻣ













  ژن ﺑﻌﺪ از ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي ﮐﻨﻨﺪه ﻣﺤﺪود ﻫﺎي آﻧﺰﯾﻢ ﻧﻘﺸﻪ اﻟﮕﻮي .5ﺷﻤﺎره  ﺗﺼﻮﯾﺮ
  
 اﯾﻦ ﮐﻪ داد ﺸﺎنـــﻧ  X TSALB از ﺣﺎﺻﻞ ﻧﺘﺎﯾﺞ
   ﺎــﺑ ﺪـــدرﺻ 001 ﺻﻮرت ﺑﻪ )ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي ﺷﺪه(ﺗﻮاﻟﯽ
 ﻮﻟﻮژيــــﻫﻤ ﻌﯽـــﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻃﺒﯿ ﻮاﻟﯽـــﺗ














لوﺪﺟ  هرﺎﻤﺷ1. تاﺮﯿﯿﻐﺗ ﺪﻌﺑ زا ﻪﻨﯿﻬﺑ يزﺎﺳ  نژdtxA ﺮﺑ سﺎﺳا ﮏﺗ ﮏﺗ ﻮﻨﯿﻣآ يﺎﻫﺪﯿﺳا  
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   ﺲﭘ زا مﺎﺠﻧا و يزﺎﺳ ﻪﻨﯿﻬﺑ  ﯽﻟاﻮﺗ رد مزﻻ تاﺮﯿﯿﻐﺗ
 نژdtxA رﻮﺘﮐو ،ﯽﮑﯿﺗﺎﻣرﻮﻔﻧاﻮﯿﺑ ﺞﯾﺎﺘﻧ لﻮﺼﺣ و  يوﺎﺣ
 ﯽﻋﺎﻨﺻ نژpET28a/dtxA ﺖﮐﺮﺷ زا هﺪﻧزﺎﺳ  ﻪﯿﻬﺗ
.ﺪﯾدﺮﮔ  
 ﻏﻼﻣﺮﺿﺎ اوﻻد-ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ دﯾﻔﺘﺮﯾﺎﺗﻮﮐﺴﯿﻦ... ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ زﯾﺮ واﺣﺪ ژن ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ و ﻃﺮاﺣﯽ
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 ﺗﻮاﻟﯽ ﺳﺎزي ردﯾﻒ ﻫﻢ از ﺣﺎﺻﻞ ﻧﺘﺎﯾﺞ ﭼﻨﯿﻦ ﻫﻢ
 اﯾﻦ ﺻﻨﺎﻋﯽ ژن از ﺣﺎﺻﻞ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ و ﻃﺒﯿﻌﯽ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ












 ﻗﺒﻞ و ﺑﻌﺪ از ﺑﻬﯿﻨﻪ ﺳﺎزي Axtd ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﺗﻮاﻟﯽ آﻣﯿﻨﻮ اﺳﯿﺪي ژن. 6ﺷﻤﺎره  ﺗﺼﻮﯾﺮ
  
ﯿﻪ ـﺗﻬ ـﯿﻪ ﻣﺮاﺣـﻞ ـﮐﻠ  ـ ،ﺎروزـژل آﮔﻧﺘﺎﯾﺞ ﺣﺎﺻﻞ از از     
 ﯿﻠﻪـوﺳ ـﻪ ﺎ ﺑ  ــﻫ ـ ﯽ آنﺨﺘـﺗﺮارﯾ  ـﺪ ـ، ﻓﺮاﯾﻨﻌﺪـﻣﺴﺘﺳﻠﻮل 
در ﺒﺖ و ـﺎي ﻣﺜــﻮن ﻫــﮕﺮي ﮐﻠــﻏﺮﺑﺎﻟـ ،ﺎزه ژﻧـﯽـﺳـ
ﯿﻠﻪ ـوﺳ ـﻪ ﺑ  ـ، ﺣﺎﺻﻞﯿﺪ ـﭘﻼﺳﻤﻠﯿﺺ ـﺘﺎﯾﺞ ﺗﺨـﺎﯾﺖ ﻧـﻧﻬ
ﺮار ـﯿﺪ ﻗ ـــﺎﯾ ـــﻮرد ﺗـﻤﯽ ﻣ ـــﺰﯾ ـــﻀﻢ آﻧـﺶ ﻫ ـــﻨ ـــواﮐ
 ﯽـﺎزه ژﻧـﺳﺤﺖ ـﺎ  ﺻـﯽ ﻫـﺮرﺳـﺞ اﯾﻦ ﺑـﻧﺘﺎﯾ .ﺖـﺮﻓـﮔ










  درﺻﺪ 1اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎروز  Axtd/a82TEp ﭘﻼﺳﻤﯿﺪﺑﺮرﺳﯽ  .7ﺷﻤﺎره  ﻮﯾﺮﺗﺼ
  (reddal AND pb 001  sulpﻧﺸﺎﻧﮕﺮ اﻧﺪازه ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ) -1ردﯾﻒ










  ﻫﺎ ﺑﻪ روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﯾﻤﯽ آﻧﺎﻟﯿﺰ ﮐﻠﻮن .8ﺷﻤﺎره  ﺗﺼﻮﯾﺮ
 ﺑﺮش ﺧﻮرده Axtdﭘﻼﺳﻤﯿﺪ و ﻗﻄﻌﻪ ژﻧﯽ  - 2،1ردﯾﻒ 
 ﻏﻼﻣﺮﺿﺎ اوﻻد-ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ دﯾﻔﺘﺮﯾﺎﺗﻮﮐﺴﯿﻦ... ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ زﯾﺮ واﺣﺪ ژن ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ و ﻃﺮاﺣﯽ
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  (reddal AND pb 001  sulpﻧﺸﺎﻧﮕﺮ اﻧﺪازه ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ) -4ردﯾﻒ 
  
 ﻪـﻄﺎﻟﻌـﻪ ژن ﻣﻮرد ﻣـاوﻟﯿ ﯿﺎنـﺑﺞ ـﻧﺘﺎﯾ     
 ﻮايـﻣﺤﺘ ﮐﻞ ﯽـﺑﺮرﺳ ﺎده ازـﺑﺎ اﺳﺘﻔ Axtd/a82TEp
 ﺮـﺑﺪه ـﺷآوري  ﻤﻊـﺟﯿﺎﻧﯽ ـﺎي ﺑـﻫ ﻮلـﻠـﯽ ﺳـﭘﺮوﺗﺌﯿﻨ
 در. ﺖـﺮﻓـﮔ ﻗﺮار ﯿﺪـﺗﺎﯾ ﻮردـﻣ EGAP-SDS ژل روي
 ﺎنـﯿـﺑ ﺎـﺑ ﯿﻦـﺮوﺗﺌـﺪه، ﭘـﺷ ﺎءـاﻟﻘ ﺎيـﻫ ﻪـﻮﻧـﻤـﻧ
 ﯿﻦـﭼﻨﻪ ـﺎﻟﯽ ﮐـدر ﺣ ﺪـﺮدﯾـﮔ ﺪهـﺸﺎﻫـﻣ ﺎﻻـﺑ ﯿﺎرـﺑﺴ
 وﺟﻮد ﻧﺸﺪه اﻟﻘﺎء ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ در ﻨﯽـﭘﺮوﺗﺌﯿ










 EGAP-SDSﺑﺮ روي ژل  AxTD ﺑﺮرﺳﯽ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﯽ ﺑﯿﺎﻧﯽ .9ﺷﻤﺎره  ﺗﺼﻮﯾﺮ
 134OMSﻣﺎرﮐﺮ  - Mردﯾﻒ 
  (GTPIﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﻧﺸﺪه ﺑﺎ  ﮐﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﯽ)ﮐﻠﻮن -1ردﯾﻒ
  ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ ﺑﯿﺎﻧﯽ GTPIﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﺷﺪه ﺑﺎ  ﮐﻠﻮن - 3،2ردﯾﻒ 
  
ﺑـﻼت ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از وﺳﺘﺮن  ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﮑﻨﯿﮏ    
 AxTDﻧﻮﺗﺮﮐﯿـﺐ  ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ،gaT siH itnAآﻧﺘﯽ ﺑﺎدي 
 را ﻣـﻮرد ﺗﺎﯾﯿـﺪ ﻗـﺮار داد.  a82TEpﺑﯿﺎن ﺷﺪه در وﮐﺘﻮر 
ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دﻫﺪ ﮐـﻪ اﯾـﻦ آﻧﺘـﯽ ﺑـﺎدي  01ﺷﻤﺎره  ﺗﺼﻮﯾﺮ
ﺗﻮاﻧﺴ ــﺘﻪ اﺳ ــﺖ ﭘ ــﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿ ــﺐ ﺣﺎﺻ ــﻞ از ﺑﯿ ــﺎن 













  از ﻃﺮﯾﻖ اﯾﻤﻮﻧﻮ ﺑﻼﺗﯿﻨﮓ  AxTDﺗﺎﺋﯿﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ .01ﺷﻤﺎره  ﺗﺼﻮﯾﺮ
    AxTDﻧﻤﻮﻧﻪ ﺗﺴﺖ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﯿﺎﻧﯽ  -1ردﯾﻒ 
  001-57-05-03-51 ﻣﺎرﮐﺮ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ: - Mردﯾﻒ 
 و ﻧﺘﯿﺠﻪ ﮔﯿﺮي ﺑﺤﺚ
 ﻧﺸﺎن ﻫﻤﮑﺎران و ﻣﯿﻼدي روﮐﺲ 8881 ﺳﺎل در      
 اﺳﺘﺮﯾﻞ ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻮم ﮐﻮرﯾﻨﻪ هﻋﺼﺎر ﺗﺰرﯾﻖ از ﭘﺲ ﮐﻪ دادﻧﺪ
 اﯾﻦ در ﺑﯿﺸﺘﺮي آﺳﯿﺐ آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ، ﺣﯿﻮاﻧﺎت ﺑﻪ ﺷﺪه
 ﺗﺮﺗﯿﺐ اﯾﻦ ﺑﻪ. ﺷﺪ اﯾﺠﺎد( اﻧﺴﺎن ﺑﺎ در ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ)ﺣﯿﻮاﻧﺎت
 ﯾﮏ زاﯾﯽ،  ﺑﯿﻤﺎري اﺻﻠﯽ ﻋﺎﻣﻞ ﮐﻪ ﺷﺪ ﻣﺸﺨﺺ
 ﻏﻼﻣﺮﺿﺎ اوﻻد-ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ دﯾﻔﺘﺮﯾﺎﺗﻮﮐﺴﯿﻦ... ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ زﯾﺮ واﺣﺪ ژن ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ و ﻃﺮاﺣﯽ
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 ﻣﯽ ﻫﻢ آن، از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﮐﻪ ﺑﺎﺷﺪ ﻣﯽ ﻗﻮي اﮔﺰوﺗﻮﮐﺴﯿﻦ
 ﻫﺎي  ﻋﻔﻮﻧﺖ درﻣﺎن ﺑﺮاي ﻣﺆﺛﺮ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ آﻧﺘﯽ ﯾﮏ ﺗﻮان 
 ﺑﺴﯿﺎر ﺗﻮﮐﺴﻮﺋﯿﺪ واﮐﺴﻦ ﯾﮏ ﻫﻢ و آورد دﺳﺖﻪ ﺑ ﺣﺎد
 ﺘﯽـآﻧ ﺖـﺗﻮاﻧﺴ 0981 ﻬﺮﯾﻨﮓـﺑ (.3،)ﻮدـﻧﻤ ﺪـﺗﻮﻟﯿ ﻣﺆﺛﺮ
 ﮐﻪ ﻨﺪيـﻫ ﭽﻪـﺧﻮﮐ ﻮنـﺧ از را ﺮيـدﯾﻔﺘ ﯿﻦـﺗﻮﮐﺴ
 ﻣﺤﯿﻂ از ﺣﺎﺻﻞ ﺮﻓﻌﺎلـﻏﯿ و ﺪهـﺷ ﺻﺎف ﻣﺎﯾﻊ او ﺑﻪ ﻗﺒﻼً
 ﺳﺎل در. آورد دﺳﺖﻪ ﺑ ﺑﻮد، ﺷﺪه ﺗﺰرﯾﻖ دﯾﻔﺘﺮي ﮐﺸﺖ
 اﺳﻤﯿﺖ وﺳﯿﻠﻪ ﺑﻪ دﯾﻔﺘﺮي ﻋﻠﯿﻪ ﻓﻌﺎل ﺳﺎزي  اﯾﻤﻦ 7091
 ﮐﺮدن اﺿﺎﻓﻪ ﺑﺎ راﻣﻮن 0291 ﺳﺎل در و ﺷﺪ ﺷﺮوع
 ﺗﻮﮐﺴﻮﺋﯿﺪي دادن، ﺮارتـدﯾﻔﺘﺮي و ﺣ ﺳﻢ ﺑﻪ ﻓﺮﻣﺎﻟﺪﺋﯿﺪ
 اﺳﺘﻔﺎده ﻮردـﻣ ﻮنـﯿﻨﺎﺳﯿـواﮐﺴ ﺟﻬﺖ ﺑﻌﺪاً ﮐﻪ ﻧﻤﻮد ﺗﻮﻟﯿﺪ
 (4.)ﮔﺮﻓﺖ ﻗﺮار
 ﻫﻤﮑﺎران و ﺳﺎﻧﺪاران ﺗﻮﺳﻂ 1002 ﺳﺎل در     
 ﻫﺎ آن ﺷﺪ، اﻧﺠﺎم دﯾﻔﺘﺮي ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎﺗﯽ ﺑﺮاي
 ﺗﻮﺳﻂ ﮔﺎو ﻣﺎﻫﯿﭽﻪ ﺷﺪه ﻫﻀﻢ ﭘﺎﭘﺎﺋﯿﻦ آﺑﮕﻮﺷﺖ از
 ﺗﻮﻟﯿﺪ ﺑﺮاي( ﮐﺮﺑﻦ ﻣﻨﺒﻊ ﻋﻨﻮان ﺑﻪ)ﻣﺎﻟﺘﻮز ﺑﺎ ﻫﻤﺮاه ﭘﺎﭘﺎﺋﯿﻦ
 ﻃﺮاﺣﯽ ﯾﮏ ﺑﺎ)ﻓﺮﻣﺎﻧﺘﻮر ﯾﮏ در ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﺣﺪاﮐﺜﺮي
 ﮐﻪ)ﺑﺮاث در ﻣﻮﺟﻮد اﺿﺎﻓﯽ آﻫﻦ. ﻧﻤﻮدﻧﺪ اﺳﺘﻔﺎده( ﺳﺎده
 ﺑﺎ ﺗﻮان ﻣﯽ را( ﺷﻮد  ﻣﯽ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﺷﺪن آزاد از ﻣﺎﻧﻊ
 (82،62،9،8).ﻧﻤﻮد ﺣﺬف rekaB ﻣﺨﻤﺮ از اﺳﺘﻔﺎده
 ﻣﻘﺪم ﺗﻘﻮي ﺗﻮﺳﻂ 8002 ﺳﺎل در ﮐﻪ اي ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ در    
 ﺑﺮاي اﻫﻮاز ﺷﺎﭘﻮر ﺟﻨﺪي داﻧﺸﮕﺎه در (،22،)ﻫﻤﮑﺎران و
 ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻫﺎ آن ﮔﺮﻓﺖ، اﻧﺠﺎم دﯾﻔﺘﺮي ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﺗﻮﻟﯿﺪ
 ﻗﺪﯾﻤﯽ ﻫﺎي روش ﺑﺎ را ﻓﺮﻣﺎﻧﺘﻮر در دﯾﻔﺘﺮي ﺗﻮﮐﺴﻮﺋﯿﺪ
 ﻓﺮﻣﺎﻧﺘﻮر ﯾﮏ از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ. ﻧﻤﻮدﻧﺪ ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﺳﺎﮐﻦ ﺗﻮﻟﯿﺪ
 003 ﺗﻮاﻧﺴﺘﻨﺪ اﻧﮑﻮﺑﺎﺳﯿﻮن ﺳﺎﻋﺖ 84 از ﺑﻌﺪ ﻟﯿﺘﺮي، 053
  (03،92،22.)ﻧﻤﺎﯾﻨﺪ ﺗﻮﻟﯿﺪ 052-003/fL ﺑﺎ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﺗﯿﺘﺮ
 ﻣﯽ را ور ﻏﻮﻃﻪ ﮐﺸﺖ روش در آﻣﺪه دﺳﺖﻪ ﺑ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ
 ﺗﺒﺪﯾﻞ ﺗﻮﮐﺴﻮﺋﯿﺪ ﺑﻪ و ﮐﺮده ﺗﯿﻤﺎر ﻓﺮﻣﺎﻟﺪﺋﯿﺪ ﺗﻮﺳﻂ ﺗﻮان 
اﮔﺮ ﭼﻪ ﻫﻨﻮز ﻫﻢ اﺳﺘﻔﺎده از روش اﺧﯿﺮ در ﺗﻮﻟﯿﺪ  ﻧﻤﻮد
ﻣﺎ و ﺑﺴﯿﺎري از ﮐﺸﻮرﻫﺎي اﻧﺒﻮه اﯾﻦ واﮐﺴﻦ در ﮐﺸﻮر 
ﺣﺎل ﺗﻮﺳﻌﻪ ادﻣﻪ دارد وﻟﯽ ﻇﻬﻮر  ﺗﻮﺳﻌﻪ ﻧﯿﺎﻓﺘﻪ و ﯾﺎ در
ﺗﮑﻨﯿﮏ ﻫﺎي ﭘﯿﺸﺮﻓﺘﻪ ﺑﯿﻮﺗﮑﻨﻮﻟﻮژي و ﻣﻬﻨﺪﺳﯽ ژﻧﺘﯿﮏ 
در ﺟﻬﺎن اﻗﺒﺎل داﻧﺸﻤﻨﺪان را در ﺑﻬﺮه وري از اﯾﻦ 
ﭼﻨﺪان ﻧﻤﻮده اﺳﺖ. ﭼﺮا ﮐﻪ وﯾﮋﮔﯽ ﻫﺎي ﺑﺮﺗﺮ  وري دوﺎﻓﻨ
( و و ﻏﯿﺮ ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ واﮐﺴﻦ ﻫﺎي ﻧﺴﻞ دوم)ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ
ﭼﻨﺎن ﺑﺪﯾﻬﯽ و ﭼﺸﻤﮕﯿﺮ اﺳﺖ  ﺳﻮم و ﺣﺘﯽ ﭼﻬﺎرم آن
ﮐﻪ در آﯾﻨﺪه ﺑﺴﯿﺎر ﻧﺰدﯾﮏ ﺑﻪ اﻧﻘﺮاض ﺗﻮﻟﯿﺪ واﮐﺴﻦ ﻫﺎي 
ﮐﻪ اﯾﻦ ﺷﺮوع ﺑﺮاي  ﭼﻨﺎن ﻧﺴﻞ اوﻟﯽ ﺧﻮاﻫﺪ اﻧﺠﺎﻣﯿﺪ. ﻫﻢ
ﺑﺮﺧﯽ از واﮐﺴﻦ ﻫﺎي ﻧﺴﻞ اول اﺗﻔﺎق اﻓﺘﺎده اﺳﺖ و 
ﺑﺮﺧﯽ از واﮐﺴﻦ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ داراي ﻣﺠﻮز رﺳﻤﯽ، در 
از ﮐﺸﻮرﻫﺎي ﺗﻮﺳﻌﻪ ﯾﺎﻓﺘﻪ  ﮐﺸﻮر آﻣﺮﯾﮑﺎ ﯾﺎ ﺑﺮﺧﯽ
  ﺟﺎﯾﮕﺰﯾﻦ ﺷﺪه اﻧﺪ.
و ﻫﻤﮑﺎران از ﻓﺮاﻧﺴﻪ در  ﻣﺌﻨﺰ ﺎنﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺘﻌﺪد آﻗﺎﯾ    
و ﻫﻤﮑﺎران از آﻣﺮﯾﮑﺎ در ﺳﺎل  oderieugiF، 7991ﺳﺎل 
، 1002 ﻫﻤﮑﺎران از اﯾﺘﺎﻟﯿﺎ در ﺳﺎل و oiregoR، 0002
 و 1002ﺳﺎل  ﻫﻤﮑﺎران از اﯾﺘﺎﻟﯿﺎ در و slliM
 0102و ﻫﻤﮑﺎران از آﻣﺮﯾﮑﺎ در ﺳﺎل  nihkodaL
ﭘﯿﺮاﻣﻮن ﻃﺮاﺣﯽ، ﺳﺎﺧﺖ و ﺑﺮرﺳﯽ وﯾﮋﮔﯽ ﻫﺎي ﺑﺮﺗﺮ 
ﻋﻨﻮان ﮐﺎﻧﺪﯾﺪ واﮐﺴﻦ ﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑ
وري ﻧﺎﻧﻮﺑﯿﻮﺗﮑﻨﻮﻟﻮژي ﺎﻋﻠﯿﻪ دﯾﻔﺘﺮي، و ﺣﺘﯽ اﺳﺘﻔﺎده از ﻓﻨ
  در ﺗﻮﻟﯿﺪ واﮐﺴﻦ ﺧﻮراﮐﯽ و ﯾﺎ اﺳﺘﻨﺸﺎﻗﯽ آن ﺑﺎ ﮐﺎراﯾﯽ 
ﺗﻨﻬﺎ ﺑﺨﺶ ﮐﻮﭼﮑﯽ از ﺑﺎﻻﺗﺮ از واﮐﺴﻦ ﻫﺎي ﻧﺴﻞ اول، 
ﺑﺮاي واﮐﺴﻦ دﯾﻔﺘﺮي ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت در ﺣﺎل اﻧﺠﺎم در ﺟﻬﺎن 
اﯾﻦ ﺑﻪ اﯾﻦ ﻣﻌﻨﯽ اﺳﺖ . (33،23،13،62،52،42،51،)اﺳﺖ
ﮐﻪ ﺿﺮورت دارد ﮐﻪ ﻣﺤﻘﻘﯿﻦ ﮐﺸﻮر ﻣﺎ ﻧﯿﺰ در اﯾﻦ ﺳﻤﺖ 
اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺮ  آﻏﺎز ﻧﻤﺎﯾﻨﺪ. ﺑﺪﯾﻦ ﻣﻨﻈﻮر ﻣﻄﺎﻟﻌﺎﺗﯽ را
اﺳﺎس آﺧﺮﯾﻦ ﯾﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎي دﯾﮕﺮ ﻣﺤﻘﻘﯿﻦ ﺑﺎ اﯾﻦ اﺳﺘﺮاﺗﮋي 
ﻃﺮاﺣﯽ ﮔﺮدﯾﺪ ﮐﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺣﺎﺻﻞ ﻣﯽ ﺗﻮاﻧﺪ 
 -1ﺗﺮي از ﮐﻞ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﺎﺷﺪ ﮐﻪ ﺑﺘﻮاﻧﺪ  ﺑﺨﺶ ﮐﻮﭼﮏ
راﺣﺘﯽ و ﮐﺎﻣﻞ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﻪ ﺳﯿﺴﺘﻢ اﯾﻤﻨﯽ را ﺑ
  ﻤﻨﯽ ﮐﺎﻣﻞ ﻋﻠﯿﻪ آن ــﻃﺒﯿﻌﯽ ﺗﺤﺮﯾﮏ و اﯾﺠﺎد ﭘﺎﺳﺦ اﯾ
ﻣﯽ ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﺨﺶ ﮐﺎﺗﺎﻟﯿﺘﯿﮏ  اﯾﻦ ﺑﺨﺶ ﺗﺮﺟﯿﺤﺎً -2ﻧﻤﺎﯾﺪ. 
ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ اﻧﺘﺨﺎب ﮔﺮدد ﺗﺎ ﺑﺘﻮاﻧﺪ اﺛﺮ ﺧﻮد را در اﯾﺠﺎد 
ﭘﺎﺳﺦ اﯾﻤﻨﯽ ﻫﻤﺎﻧﻨﺪ ﺗﻮﮐﺴﯿﻦ ﯾﺎ ﺗﻮﮐﺴﻮﺋﯿﺪ دﯾﻔﺘﺮي ﮐﺎﻣﻞ 
ﺑﻪ ﺟﻬﺖ ﺑﺎﻻ رﻓﺘﻦ ﺿﺮﯾﺐ اﯾﻤﻨﯽ و ﮐﺎﻫﺶ  -3ﻧﻤﺎﯾﺪ. 
ﺳﻤﯿﺖ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ، ﺑﺎ اﯾﺠﺎد ﺗﻐﯿﯿﺮ ﺑﺴﯿﺎر ﻧﺎﭼﯿﺰ در ﺗﻮاﻟﯽ ژن 
در ﺟﺎﯾﮕﺎه ﻓﻌﺎل اﯾﻦ زﯾﺮ واﺣﺪ،  آن ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺟﻬﺶ ﻧﻘﻄﻪ اي
ﻣﯽ ﺗﻮان ﺧﺎﺻﯿﺖ ﺗﻮﮐﺴﻮﺳﯿﺘﯽ آن را ﮐﺎﻫﺶ و ﯾﺎ ﻣﻬﺎر 
ﻧﺠﯿﺮه ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ دﺳﺖ ورزي ﺑﺎ ﮐﻮﭼﮏ ﺷﺪن ز -4ﻧﻤﻮد. 
راﺣﺘﯽ و ﻗﺎﺑﻞ ﮐﻨﺘﺮل ﺧﻮاﻫﺪ ﺑﻮد. و دﯾﮕﺮ ﻪ ﺑﺎ ژن آن ﺑ
وﯾﮋﮔﯽ ﻫﺎي آن ﮐﻪ ﺑﺮ ﻣﺤﻘﻘﯿﻦ در اﯾﻦ زﻣﯿﻨﻪ ﭘﻮﺷﯿﺪه 
ﯾﺮ واﺣﺪ ﻫﻤﯿﻦ اﺳﺎس در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ از ژن ز ﺑﺮ  ﻧﯿﺴﺖ.
اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ و ﺑﻌﺪ از ﻃﺮاﺣﯽ ژن  Axtdﺟﻬﺶ ﯾﺎﻓﺘﻪ 
و ﺟﻬﺶ ﻫﺎي ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ و ﺑﺮرﺳﯽ ﻫﺎي ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ 
آن، ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ژن ﺻﻨﺎﻋﯽ در وﮐﺘﻮر ﺑﯿﺎﻧﯽ، و اﻧﺘﻘﺎل 
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 ﻦﯿﺌﺗوﺮﭘ ﺪﯿﻟﻮﺗ و نﺎﯿﺑ ،ﺐﺳﺎﻨﻣ ﯽﻧﺎﯿﺑ يﺮﺘﮐﺎﺑ ﻪﺑ نآ
 هﺪﻨﻨﮐﺪﯿﺋﺎﺗ يﺎﻫ ﺖﺴﺗ و ﺖﻓﺮﯾﺬﭘ ترﻮﺻ نآ ﺐﯿﮐﺮﺗﻮﻧ
ﯿﻧ ﻦﯿﺌﺗوﺮﭘ ﻦﯾاﯾﺪﺑ .ﺪﯾدﺮﮔ مﺎﺠﻧا ﺰـﻬـﺳا ﯽـ رد ﻪﮐ ﺖ
ﻣاداــﯾا ﻪـﻣ ﻦـﻌﻟﺎﻄـﺳا مزﻻ ﻪـﮐ ﺖــﻣ ﻪـﻟﺎﻄـ ﻪﻌ
ﯿﭘـﻣاﺮـﻬﺑ نﻮـﯿـﻨـﺳ ﻪــﻫ شور يزﺎـﯿﺑ يﺎـ ،نﺎ
ﺳاـﺨﺗ و جاﺮﺨﺘـﻫ و ﺺﯿﻠـﻢ ﭼـﺘﺳا ﻦﯿﻨـ شور زا هدﺎﻔ
ﻬﻣ يﺎﻫـﺌﺗوﺮﭘ ﯽﺳﺪﻨـ ﻦﯾا ﺮﺘﻬﺑ لﺎﺼﺤﺘﺳا رد ﻦﯿ
ﻢﻫ .دﺮﯾﺬﭘ مﺎﺠﻧا ﻦﯿﺌﺗوﺮﭘ ﺳرﺮﺑ ﺪﻌﺑ ﻪﻠﺣﺮﻣ رد ﻦﯿﻨﭼـ ﯽ
 يﺎﻫ لﺪﻣ رد ،ﺖﻧﺎﺗﻮﻣ ﺐﯿﮐﺮﺗﻮﻧ ﻦﯿﺌﺗوﺮﭘ ﻦﯾا ﯽﯾاز ﯽﻨﻤﯾا
 ،دﻮﺟﻮﻣ يﺎﻫ ﻦﺴﮐاو ﺎﺑ ﻪﺴﯾﺎﻘﻣ رد ﯽﻫﺎﮕﺸﯾﺎﻣزآ تﺎﻧاﻮﯿﺣ
ﺒﺷﻮﺧ ﻪﮐ دﺮﯿﮔ راﺮﻗ ﯽﺑﺎﯾزرا درﻮﻣـ ﻦﯾا ﻪﻣادا ﻪﻧﺎﺘﺨ
ﺳﻮﺗ ﻪﻌﻟﺎﻄﻣـﯿﺗ ﻂـ .ﺖﺳا مﺎﺠﻧا لﺎﺣ رد ﺮﺿﺎﺣ ﻢ  
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Designing and Bioinformatics Study of Synthetic Mutated Diphtheria 
Toxin(dtxA) Catalytic Domain Gene and Survey of its Recombinant 
Protein Exprassion as Vaccine Candidate 
 
   Olad G.R* 
(Received: 7 Apr. 2013              Accepted: 6 Aug. 2013) 
Abstract 
Introduction: Diphtheria, caused by a toxic-
ogenic strain of Corynebacterium diphther-
ia, is a fatal disease that was characterized 
by Hippocrates in 5 BC. Exotoxin (dTX) is 
the causative agent of this lethal disease. 
Diphtheria toxin consists of two chains, 
catalytic (A) and binding (B) chains. The 
toxin binds to its receptor through binding 
chain (B) and enters into many host cells 
such as myocardial, kidney and peripheral 
nerve cells. After entering, the catalytic 
chain (A) inhibits protein synthesis and lead 
to the death of target cell. Currently, a 
toxoid form of diphtheria toxin is used as 
vaccine. The aim of this study was to des-
ign and provide a mutated catalytic subunit 
of diphtheria toxin. After studying the mu-
tant protein through bioinformatics meth-
ods, we sought to express its gene in the 
vector, pET28a, and produce this toxoid    
as a candidate recombinant vaccine against 
diphtheria. 
   
Materials & Methods: After determining 
and optimizing of the sequence of dtx gene 
containing two mutations (A158G, G52E), 
and performing its bioinformatics study, th-
is synthetic gene was introduced in an ex-
pression vector and appropriate molecular 
analysis was carried out. The pET28a/dtxA 
construct was transformed in Bl21DE3 
E.coli. Then, recombinant protein expre-
ssion and production as a vaccine candidate 
was evaluated by western blotting techn-
ique. 
 
Findings: The bioinformatics results obtain-
ed through optimizing the codons of the 
gene under study lead to synthesis of the 
gen in the expression vector.  The molec-
ular analysis of this gene by restriction dig-
estion and electrophoresis confirmed its 
accuracy. The protein product of the gen 
was confirmed by western blotting after 
expression and production. 
 
Discussion & Conclusion: Given to the 
advantages of DtxA recombinant protein 
compared to diphtheria toxoid, it is conc-
eived that this recombinant protein, as a 
vaccine candidate, the conventional diphth-
eria vaccine could be replaced with the rec-
ombinant vaccine.  This issue should be co-
rroborated by further researches. 
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